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IL- 20及其受体在大鼠自身免疫
性心肌炎不同阶段的表达
【摘要】 目的 探讨 IL-20及其受体在大鼠实验性自身免疫性心肌炎（EAM）急慢性期各阶段的表达。 方法 将提纯精制后的猪
心室肌球蛋白加等体积含结核杆菌 H37Ra株的完全弗氏佐剂充分混合，于 Lewis大鼠双后足皮下注射制作大鼠 EAM模型；将 15只大鼠按
随机数字表法分成 3组，每组 5只，分别于 3、6、12周后处死取心肌组织进行检测。另取 5只大鼠注射 0.9%氯化钠注射液作为对照组。HE染
色评估 EAM急慢性期各时点心肌损伤程度；应用实时荧光定量 RT-PCR检测 IL-20及其受体链（IL-20R1/R2，IL-22R1）在各时点的 mRNA
表达；应用Western blotting法检测 IL-20在各时点的蛋白表达。并以 ELISA检测不同时点心肌组织匀浆 IL-20蛋白含量[IL-20蛋白 /总蛋白
（pg/ng）]。结果 IL-20在 EAM急性期 3周时表达逐渐升高，6周时达峰值，12周时又逐渐减少。IL-20的组织蛋白水平与基因表达相一
致。结论 IL-20可能参与大鼠 EAM的疾病过程，并且可能在 EAM的晚期炎症及慢性心肌纤维化的机制中起重要作用。
【关键词】 IL-20 自身免疫性 心肌炎 细胞因子
Expression of IL-20 and its receptors in rat autoimmune myocarditis WU Liangan, CHANG He, GUO Ming, et al. Department of Cardiology,
Xiaoshan Hospital, Hangzhou 311200, China
【Abstract】 Objective To explore the expression of IL-20 and its receptors IL-20R1/R2, IL-22R1 in rat experimental autoimmune myocarditis
(EAM). Methods EAM model was induced by subcutaneous injection of porcine cardiac myosin with complete Freund's adjuvant and
Mycobecterium tuberculosis H37Ra strain in hind legs of Lewis rats. The expression of IL-20 and IL-20R1/R2, IL-22R1 mRNAs in the acute and
chronic phase of EAM(3w, 6w, 12w) was detected by quantitative real-time RT-PCR; the expression IL-20 protein was determined by Western blotting;
the concentration of IL-20 of heart tissue homogenate was measured by ELISA. Results The gene expression levels of IL-20 in heart of EAM rats
were increased from 3w, reached the peak at 6w and diminished at 12w after immunization. The expression of IL-20 protein in heart was consistent with
that to gene expression. Conclusion IL-20 and related receptors were probably involved in the pathological process of EAM, andmay play an important
role in the chronic cardiac inflammation andmyocardiac fibrosis.
【Keywords】 Interleukin-20 Autoimmune Myocarditis Cytokine
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1 材料和方法




1.2 主要试剂及仪器 含 H37Ra株热灭活结核杆菌的
弗氏佐剂（美国 Difco 公司）；Trizol（美国 Invitrogen 公
司）；逆转录试剂盒 RevertAid First Strand cDNA kit（美
国 Fermentas 公司）；RT-PCR 酶 DreamTaq Green PCR
master mix（美国 Fermentas公司）；SYBR Premix Ex Taq
（大连宝生物工程有限公司）；引物设计合成（表 1，大连
宝生物工程有限公司）；一次抗体：Goat polyclonal anti－
body to IL-20（美国 Santa Cruz公司），Rabbit polyclonaly
antibody to GAPDH（美国 ABcam公司），二次抗体：Penxi－
clase -Labeled Affinity Purified rabbit antibody to Goat
IgG（美国 KPL 公司），Peroxidase-conjugated Affinipure
Goat anti-Rabbit IgG（美国ABcam公司），RatIL-20ELISA
试剂盒（美国 R&D公司）。C1000双模块梯度 PCR仪
（美国 BIO-RAD 公司），7500 型实时荧光定量 PCR 仪
（美国 ABI公司），蛋白凝胶电泳系统（美国 BIO-RAD
公司），iMARK酶标仪（美国 BIO-RAD公司）等。



















1.3 抗原制备 提取猪心室肌球蛋白溶解于 0.3 mol/L
KCl溶液中配制成浓度为 10mg/ml，加同等体积含结核
杆菌 H37Ra株的完全弗氏佐剂，充分混合制成抗原。
1.4 动物分组与 EAM模型制作 将 20只大鼠按数字

















1.7 Western blotting 检测 EAM 大鼠心肌组织 IL-20
的蛋白表达 取各组 EAM大鼠心肌组织约 100mg 剪
碎，放入 1ml RIPA 组织裂解液（含 1mmol/L PMSF）中
机械匀浆，超声细胞破碎仪破碎细胞，冰上孵育 30min，






粉 PBS缓冲液室温封闭 1~2h或 4℃过夜，一次抗体：
Goat polyclonal antibody to IL-20（1∶200），Rabbit poly－
clonaly antibody to GAPDH（1∶2 000）稀释, 1~2h 或 4℃
过夜，TBST 洗膜 5 次，二次抗体：Penxiclase-Labeled
rabbit antibody to Goat IgG（1∶10 000），Peroxidase-con－
jugated Goat anti-Rabbit IgG（1∶5 000），稀释室温孵育
1h，TBST 洗涤 5 次，加 Super Signal发光试剂, 暗室显
影 30s~30min不等并冲洗胶片，扫描胶片。
1.8 ELISA 检测各组 EAM 大鼠心肌组织匀浆 IL-20
蛋白含量（IL-20蛋白/总蛋白） 取各组 EAM大鼠心肌
组织约 100mg 剪碎，放入 1mlRIPA 组织裂解液（含
1mmol/L PMSF）中机械匀浆,超声细胞破碎仪破碎细胞，




1.9 统计学处理 采用 Graph pad prism 5.0统计软件
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值（mg/g）3 周时明显升高（P＜0.01），6 周和 12 周无明
显差异。
2.2 IL-20 在 EAM 大鼠 3、6 周时各脏器中的 mRNA
表达 见图 2。




















对照组 EAM3周 EAM6周 EAM12周
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2.4 IL-20 在 EAM 大鼠心肌组织的蛋白水平及含量
见图 4。





















































对照组 EAM3周EAM6周EAM12周 对照组 EAM3周EAM6周EAM12周






























IL-20 含量即 IL-20 蛋白 /总蛋白（pg/ng）的结果与
Western blotting结果表现为相同的趋势性。
3 讨论




达，在 6 周时心、肝、脾、肾均有明显表达；IL-20 心肌
组织中的表达在大鼠 EAM急性期 3周时逐渐升高，并












出现在慢性期（6 周时），笔者进一步推测 IL-20 在急
性期通过受体复合物 IL-20R1/IL-20R2介导起生物学
效应，而在慢性期通过 IL-22R1/IL-20R2起作用，这一


















20mRNA 的表达下降。当银屑病患者以抗 CD2 和抗
TNF－a抗体的药物治疗后同样可以发现 IL-20表达的
下降。最近的研究发现不但 IL-20，还有它的 3个受体




和滑液成纤维细胞产生 IL -20，IL -20 又通过激活
ERK1/2和 JNK信号分子诱导 TNF-a、IL-1b、MMP-1、
MMP-13的表达；并且 IL-20还能诱导化学趋化因子
如 MCP-1和 IL-8，随后再招募中性粒细胞和 T-细胞
加重炎症。此外，将抗 IL-20单克隆抗体（7E）或可溶性
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